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Salyan, İsmayıllı və Abşeron rayonları ərazisində həyata keçirilən fitopatoloji monitorinqlər zamanı 
üzüm yarpaqlarının burulması xəstəliyinin xarakterik əlamətlərinə malik bitki nümunələrinin seroloji 
və molekulyar analizləri nəticəsində Üzüm yarpaqlarının burulması virusu 3 (GLRaV 3) virusu aşkar 
edilmişdir. GLRaV 3 virusla yoluxmuş bitkilərin yarpaqlarında NAD-malatdehidrogenaza (NAD- 
MDH), aspartataminotransferaza (AsAT) və alaninaminotransferaza (ALAT) fermentlərinin foalligla- 
rı, quru biokütlə, nisbi su tutumu, həll olan zülalların və qlisin-betainin miqdarı tədqiq edilmişdir. 
Müəyyən olunmuşdur ki, sağlam bitkilərlə müqayisədə virus patogenezi zamanı NAD-MDH fermen- 
tinin fəallığı əhəmiyyətli dərəcədə artdığı halda, AsAT və AlAT transferazaların fəallıqları azalır. Ey- 
ni zamanda, virusla yoluxmuş nümunələrdə nisbi su tutumunun miqdarının azalması, quru bioküt- 
lənin, həll olan zülallar və qlisin - betainin miqdarının artması müşahidə edilmişdir. 


Açar sözlər: Vitis vinifera, üzüm yarpaqlarının burulması virusu 3, NAD-malatdehidrogenaza, aspartat- 
aminotransferaza, alaninaminotransferaza, qlisin-betain 


GİRİŞ 


Müasir məlumatlara görə, dünyada üzüm bit- 
kisini (Vizis vinifera L.) yoluxduran 20 müxtəlif 
fəsiləyə aid 70-ə yaxın virus məlumdur (Hannan et 
al, 2016). Üzümün müxtəlif sortlarını yoluxduran 
virus xəstəliklərinin sayı digər çoxillik meyvə ağac- 
larını yoluxduran xəstəliklərə nisbətən daha çoxdur. 
Üzümün virus xəstəlikləri arasında üzüm yarpaqla- 
rının burulması iqtisadi cəhətdən daha təhlükəli 
olub, 60%-ә qədər məhsul itkisinə səbəb olur 
(Borgo et al, 2003). Xəstəliklərlə yoluxma bit- 
kinin inkişafının dayanmasına, meyvələrin və kök- 
lərin zədələnməsinə, müxtəlif orqanlarda piqment- 
ləşmənin əmələ gəlməsinə və metobolizmin müx- 
təlif aspektlərinin (assimlyatların daşınması, tənəf- 
füs, fotosintez və s.) pozulmasına səbəb olur və 
əksər hallarda bitkilərin məhv olmasına gətirib 
çıxarır (Cohen et al., 2003). Bəzi hallarda isə virus 
xəstəlikləri latent xarakter daşıyır. Ümumiyyətlə, 
üzümün virus xəstəlikləri sistemli və xroniki xa- 
rakter daşıyır: yoluxmuş bitkilərin vegetativ yolla 
çoxaldılması mütləq halda xəstə əkin materialının 
yaranması ilə nəticələnir ki, bu da xəstəliyin daha 
geniş ərazilərə yayılmasına şərait yaradır. Yolux- 
muş bitkilərdə xloroz, sarılıq, yarpaqların burulub- 
qıvrılması və qırmızılılıq kimi əlamətlər müşahidə 
olunur (Christov et al., 2007). Şiddətli yoluxma 
zamanı bitkilərin yarpaqlarında nekrotik ləkələrin 
əmələ gəlməsi müşahidə edilir və bu zaman əksər 
hallarda bitki məhv olur. Klosteviruslar içərisində 
GLRaV 3 virusu dünyanın əsas üzümçülük 


regionlarında ağır iqtisadi ziyana səbəb olur. 
GLRaV 3 Ampelovirus cinsinə daxil olan (ailə 
Clasteroviri-dae) floema ilə hərəkət edən və onunla 
məhdudlaşan, seroloji olaraq üzüm yarpaqlarının 
burulması virusu ilə əlaqəli müəyyən edilmiş 
doqquz xəstəlikdən biridir (Montero et al., 2016). 
Bu virusla yoluxma üzüm bitkisində məhsulun 
azalması, məhsulun yetişməsinin gecikməsi, bərk 
maddələrin həll olmasının azalması, giləmeyvələrdə 
antosianinin miqdarının azalması və titirlənən tur- 
şuluğun yüksəlməsi kimi bir sıra fizioloji doyisilik- 
lərin əmələ gəlməsinə səbəb olur. GLRaV-3 virusu 
yalnız üzüm cinsindən olan bitkiləri yoluxduraraq 
ağ və qırmızı üzüm sortlarının hamısma təsir edir. 

Ampelovirus cinsinə aid viruslar birtərkibli 
(monopartite), xətti, müsbət, 16,9-19,5 kb ölçüyə 
malik ssRNA tərkibli genomdan təşkil olunmuşdur. 
GLRaV-3 (NY-1 izolyatının) genomu 2004-cü ildə 
tam sekvens olunmuşdur. Onun genomu müvafiq 
olaraq 158 və 277 n.c. olmaqla translyasiya olun- 
mayan UTR (untranslated region) sahə ilə 13 açıq 
oxunma çərçivəsindən ibarət (ORFs) 17919 n.c.- 
dən təşkil olunduğu müəyyən edilmişdir (Cohen et 
al., 2003). 

Məlumdur ki, ətraf mühitin əlverişsiz amilləri 
hüceyrədə oksigenin fəal formalarının (OFF) əmələ 
gəlməsinə səbəb olur ki, bu da öz növbəsində ok- 
sidləşmə stresinə gətirib çıxarır. Müxtəlif təbiətli 
patogenlərə qarşı bitkinin davamlılıq dərəcəsi stres 
vəziyyətlərində bitkinin metabolizmində baş verən 
dəyişiliklərə və həyatilik qabiliyyətinə cavabdeh 
olan bir sıra fiziolofi və biokimyəvi göstəricilərlə 
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təmin olunur (Gara et al., 2003). Bitkilərdə əlve- 
rişsiz mühit şəraitinə və biotik stresə cavab reaksi- 
yasında malat və azot metabolizmində iştirak edən 
fermentlərin rolunun tədqiq edilməsi son zamanlar 
ən aktual problemlərdən hesab olunur. 

Bu baxımdan, tədqiqat işinin məqsədi - sağlam 
və virusla yoluxmuş üzüm bitkisinin yarpaqlarında 
bəzi fiziolofi göstəricilərin və NAD-malatdehidro- 
genaza, aspartataminotransferaza və alaninamino- 
transferaza fermentlərinin fəallıqlarının tədqiqinə 
həsr olunmuşdur. 


MATERİAL VƏ METODLAR 


Tədqiqatın obyekti. Tədqiqat işində Salyan, İs- 
mayili rayonlarından və Abşeron Elmi-Tədqiqat 
Üzümçülük və Şərabçılıq, Əkinçilik Elmi-Tədqiqat 
institutlarının təcrübə sahələrindən toplanılmış 
sağlam və xəstəlik simptomlarına malik üzüm bitki- 
sinin (Vifis vinifera L.) yarpaqlarından istifadə 
edilmişdir. 

Serolofi diaqnostika. Fitopatoloji monitorinq- 
lərin nəticələrinə əsasən klostevirusların xarakterik 
simptomları müəyyən edilmiş və xəstə bitki nümu- 
nələri ilkin olaraq vizual qiymətləndirilmişdir. Vi- 
zual diaqnostikanın nəticələrinə uyğun olaraq virus- 
la yoluxmuş üzüm nümunələri seroloji metodlardan 
(spesifik test-zolaqlardan və immunoferment ana- 
lizdən) istifadə etməklə yoxlanılmışdır (Huseynova 
et al., 2016). 

RNT-nin ekstraksiyası. Xəstə və sağlam bitki- 
lərin yarpaq nümunələrindən 30-50 mq götürülərək 
ekstraksya üçün nəzərdə tutulmuş xususi steril 
paketlərdə üzərinə 500 mkl ektraksiya buferi (TRİ- 
reagent) əlavə olunaraq homogen qarışıq alınana- 
dək əzilmişdir və 10 dəq. müddətinə otaq tempera- 
turunda saxlanılmışdır. Əmələ gəlmiş suspenziya 
pipetlə götürülərək 1 ml-lik nömrələnmiş tyublara 
keçirilmiş və üzərinə 100 mkl xloroform əlavə edil- 
miş, vorteksdən sonra yenidən 10 dəq müddətinə 
otaq temperaturunda saxlanılmışdır. 13500 dövr/ 
dəq sürətlə 15 dəqiqə sentrifuqalaşdırılmışdır. Hər 
tyubdakı üst fazadan 900 ul götürülərək nömrə- 
lənmiş yeni steril 1,5 ml-lik tyublara keçirilmiş, 
üzərinə 250 ul izopropanol əlavə edilərək ehtiyatla 
qarışdırıldıqdan sonra 15 dəqiqə ərzində otaq tem- 
peraturunda saxlanılmış və 20 dəqiqə 13500 
dövr/dəq sürətlə sentrifuqalaşdırılmışdır. Sentrifu- 
qalaşdıqdan sonra supernatant kənarlaşdırılmış vo 
tyubların dibinə çökmüş RNT 2 dəfə 75%-li eta- 
nolda yuyularaq otaq temperaturunda qurudul- 
muşdur. Ekstraksiya olunmuş RNT nümunələri həll 
olması üçün 30 dəq otaq temperaturunda saxlanıl- 
mış və istifadə edilmək üçün -80?C temperaturda 
soyuducuya qoyulmuşdur. 
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RNT-nin təmizlik dərəcəsinin və qatılığının 
spektrofotometrik təyini. Ekstraksiya edilmiş RNT 
nümunələrinin təmizlik dərəcəsi və qatılığı spektro- 
fotometriya metodu ilə yoxlanılmışdır. Bunun üçün 
spektrofotometrdə 260 və 280 nm dalğa uzunluqla- 
rında RNT nümunələrinin optik sıxlıqları ölçül- 
müşdür. RNT-nin təmizlik dərəcəsi 260 və 280 nm- 
də optik sıxlıqlar arasındakı nisbətə (OS260/ 
OS280) əsasən təyin edilmişdir. 

RNT ekstraktlarının RT-PZR və PZR metod- 
ları ilə amplifikasiyası. Ekstraksiya edilmiş RNT 
nümunələri RT-PZR metodu ilə yoxlanılmışdır. 
Reaksiya üçün (1 nümunə üçün): 2 ul RNT, 1 ul 
LR3 8504v -3" praymer, 0,5 ul d NTP (2,5 mM), 4 
ul RT (5x) buffer, 0,25 Ш M-MLV (enzyme RT), 
12,5 ul ddH?O istifadə edilmişdir. Reaksiya 1 saat 
olmaqla 42?C-do aparılmışdır. Reaksiyanı dayan- 
dırmaq üçün nümunələr 10 dəqiqə 65”C-də saxla- 
nılmışdır. 

RT-PZR məhsulları 1,5 %-li aqaroza gelində 
elektroforetik analiz olunduqdan sonra PZR metodu 
ilə amplifikasiya edilmişdir. Reaksiya üçün (1 nü- 
muno üçün): 2 ul КОМТ, 5 ul Tampon (5х), 1,5 ul 
MgCl; (25 mM), 0,5 ul GLRaV-3 üçün spesifik 
praymer (LR3 8504v -3' və LR3 9445c -5”), 0,2 
ul dNTP (25 mM), 15,1 ul dd H0 və 0,2 ul Tag 
polymerase dan ibarət mix hazırlanmışdır. 1 nümu- 
nə üçün ümumi reaksiyanın həcmi 25 ul təşkil et- 
mişdir. Reaksiya yığıldıqdan sonra nümunələr DNT 
Termal amplifikatora (Gene Amp PCR System 
2720, Applied Biosystems) yerləşdirilmiş və proto- 
kola uyğun ardıcıllıqda proqram tərtib olunaraq 
PZR həyata keçirilmişdir (İlkin olaraq reaksiya 
94°C temperaturda 3 dəq. DNT zəncirinin denatura- 
siyası, 94?C-do 30 san., 55?C-do 30 san., 70 “C-də 
50 san. olmaqla 35 tsikl elonqasiya aparılmış və 
72?C də 10 dəqiqə sintez tamamlanmışdır). Ampli- 
fikasiyanın nəticələri 1,5%-li aqaroza gelində elek- 
troforetik analiz edilmişdir. 

Quru biokütlənin təyini. Üzüm yarpaqlarında 
quru biokütlənin miqdarının ölçülməsi üçün əvvəl- 
cə xəstə və sağlam yarpaq nümunələrindən eyni 
ölçülərdə kəsiklər hazırlanmış və elektron tərəzidə 
kütləsi təyin edilmişdir. Daha sonra hazırlanmış 
yarpaq nümunələri 80°С temperaturda 24 saat ter- 
mostatda saxlanıldıqdan sonra yarpaqların quru 
çəkisi təyin olunmuşdur. Quru biokütləni hesab- 
lamaq üçün aşağıdakı düsturdan istifadə edilmişdir: 
C-mym, x 100%. (C - kütləyə nəzərən quru maddə 
tərkibinin %-lo ifadəsi, m; -nümunənin qurudul- 
madan əvvəl çəkisi, m; -nümunənin qurudulmadan 
sonrakı çəkisi). 

Nisbi su tutumunun təyini. Virusla yoluxmuş 
üzüm nümunələrində suyun nisbi miqdarı (Tam- 
bussi et al., 2005) metodikasına əsasən təyin edil- 
mişdir. Virusa yoluxmuş və sağlam nümunələrin hər 
birinin yarpağının mərkəzi hissəsindən 5-10 sm? 


hissə kəsilərək ilkin çəkisi ölçülmüşür. Daha sonra 
nümunələr Petri kasalarında üzərini distillə suyu 
örtənədək soyuq temperaturda 24 saat saxlanıl- 
mışdır (suyu dondurmamaq şərti ilə). Yarpaqların 
doymuş çəkisini ölçdükdən sonra 80?C-do 24 saat 
onlar qurudulmuş və quru çəkisi də ölçülmüşdür. 
Su göstəriciləri aşağıdakı düsturla hesablanmışdır: 
SNM-100?,(Mf-Md)(Mt-Md) (Mf - ilkin çəki, Mt 
— su ilə doymuş çəki (yaş çəki); Md — quru çəki). 

Bitki ekstraktlarının hazırlanması. Yarpaqlar 
gövdədən ayrılmış, distillə suyu ilə yuyulduqdan, 
filtr kağızı ilə qurudulduqdan sonra xırda hissələrə 
doğranılmış və həvəngdəstədə kvars qumunun işti- 
rakı ilo 2 dəqiqə müddətində 20 MM MgCl;6H20, 
1 MM EDTA, 5 MM DTT, 20% qliserin və 0,5% 
polovinilpirrolidon tərkibli, 100 mM Tris-HCl (pH 
8,0) bufer məhlulunda homogenizasiya olunmuş- 
dur. Bu əməliyyat 1 q yarpağa 5 ml bufer məhlulu 
əlavə etməklə +4°С temperaturda aparılmışdır. Alı- 
nan homogenat ikiqat kaprondan süzüldükdən sonra 
nüvədən və parçalanmayan bitki toxumalarından 
azad olunmaq üçün əvvəlcə 10 dəq 10000 g sürəti 
ilə sentrifuqalaşdırılmışdır. Çöküntü atıldıqdan son- 
ra supernatant maye fermentlərin fəallıqlarının təd- 
qiq olunması məqsədi ilə istifadə olunmuşdur. 

NAD-malatdehidrogenaza (NAD-MDH, EC 
1.1.1.37) fermentinin fəallığının təyini. Reaksiya 
mühiti 10 mM oksalasetat (OAA), 10 mg/ml ókü- 
zün zərdab albumini (BSA), 10 mM Mgl,, 12 MM 
NAD-H və 10 ul ferment preparatı olan 100 MM, 
pH 8,0, Tris-HCl buferindən ibarətdir. NAD-MDH 
reaksiyası reaksiya mühitinə substrat (10 mM 
OAA) əlavə etməklə başlayır (Scheibe, 2004). 

Aspartataminotransferaza (ASAT, 2.6.1.1.) 
fermentinin fəallığının təyini. Reaksiya mühitinin 
tərkibi 1,0 ml üçün 2,5 mM 2-oksiqlutarat, 2,5 mM 
Na-aspartat, 5 uM piridoksal 5-fosfat, 0,2 mM 
NADH, 2 mM EDTA, 3U MDH and 25 mM Tris- 
НСІ (pH8,5 ) vo 25mkl ferment ekstraktı əlavə olu- 
nur (Alfonso and Brüggemann, 2012). 

Alaninaminotransferaza (АГАТ, 2.6.1.2.) fer- 
mentinin fəallığının təyini. Reaksiya mühitinin 
tərkibi 1,0 ml 10 mM 2-oksiqlutarat, 0,28 mM 
NADH, 1,2 U LDH, 70 mM alanin və 100 mM 
Tris-Hcl (pH8,0) və 50 mkl ferment ekstraktı əlavə 
olunur (Horder and Rej, 1983). 

Hər üç fermentin fəallığı spektrofotometrik 
(Ultrospec 3300 pro, Amersham, USA) metodla tə- 
yin olunmuşdur. Ölçmələr 1,0 ml həcmli spektro- 
fotometrik küveytlərdə 340 nm dalğa uzunluğunda 
1 dəqiqə ərzində aparılmışdır. 

Zülalların miqdarının təyini. Həll olan zülal- 
ların ümumi miqdarı 0,12%-li Coomassie Brilliant 
Blue G-250 məhlulunun köməyi ilə spektrofoto- 
metrik yolla təyin olunmuşdur (Sedmak and 
Grossberg, 1977). 


GLRaV 3 Virusu ilə Yoluxmuş Üzüm (Vitis vinifera L.) 


Qlisin-betainin miqdarının təyini. Qlisin-be- 
tainin miqdarı (Grieve and Grattan, 1983) metodu- 
na əsasən təyin edilmişdir. Rənglənmiş məhlulun 
optik sıxlığı spektrofotometrdə 365 nm dalğa uzun- 
lugunda ölçülmüşdür. Qlisin betainin miqdarı stan- 
dart şəklində qlisinbetain kommersiya preparatın- 
dan (Serva, Almaniya) istifadə etməklə kolibr əyri- 
sinə əsasən müəyyən olunmuşdur. 


NƏTİCƏLƏR VƏ ONLARIN MÜZAKİRƏSİ 


Fitopatoloi monitorinqlər zamanı qırmızı 
üzüm sortlarının yarpaqlarında virus xəstəliklərinin 
əsas əlamətləri olan ana damar və əsas damarlar 
yaşıl qalarkən damar aralarında qırmızı və tünd 
qırmızı ləkələrin əmələ gəlməsi, yarpaq ayasının 
mərkəzi hissəsində damardaxili laminaların qızar- 
ması və kənarlara doğru yaşıl damarların olması, 
yarpaqların kənarlarının aşağıya doğru burularaq 
qayığabənzər forma alması müşahidə edilmişdir. 
Ağ üzüm sortlarının yarpaqlarında isə sarımtıl və 
mozaik-san ləkələrin əmələ gəlməsi, bəzi hallarda 
yarpaqların burulması, yarpaq ayasının səthində 
kələkötürlük, yarpaqda nekroz ləkələrin əmələ gəl- 
məsi kimi xarakterik əlamətlər müşahidə edilmişdir 
(Şəkil 1). Toplanmış üzüm nümunələri vizual diaq- 
nostikanın nəticələrinə uyğun olaraq, müxtəlif indi- 
kator-seroloji metodlarla analiz olunmuş və nəti- 
cədə üzüm bitkisində dünya üzrə geniş yayılmış, 
ciddi xəstəliklərə səbəb olan üzüm yarpaqlarının 
burulması virusu3 (GLRaV 3) Saperavi və Narçiçə- 
yi qara üzüm sortlarında aşkar edilmişdir. 

Üzüm bitkisində aşkar olunmuş virus xəstəlik- 
lərinin molekulyar diaqnostikasını həyata keçirmək 
məqsədilə serolofi analizlərin nəticələrinə görə po- 
zitiv nümunələrdən RNT ayrılmış və RT-PZR me- 
todu ilə yoxlanılmışdır. RT-PZR amplifikasiyası 
zamanı üzüm yarpaqlarının burulması virusu üçün 
spesifik praymerlər olan LR3 8504v (3” 
ATGGCATTTGAACTGAAATT-5) və LR3 
9445c (5’-СТАСТТСТТТТОСААТАСТТ-3?) se- 
çilmişdir. Nəticədə gözlənilən ölçüdə 942 bp uzun- 
lugunda fraqment sintez olunmuşdur (Şəkil 2). 

Müxtəlif abiotik və biotik stres amillərinin tə- 
siri zamanı bitkidə ən çox öyrənilən fiziolofi göstə- 
ricilərdən biri də quru biokütlənin miqdarıdır. Quru 
biokütlə bioloji materialda suyun olduğunu istisna 
etdiyi üçün bitkilərin kütləsini göstərən ən düzgün 
göstərici sayılır. Ümumi quru biokütlə çox vaxt 
bitkinin inkişafının və böyüməsinin qeydə alınması 
üçün ölçülür, çünki vegetativ orqanların (kök, göv- 
də, yarpaq) quru biokütləsi, ümumiyyətlə, repro- 
duktiv kütlə ilə sıx əlaqəlidir. Quru biokütlə, eyni 
zamanda bitki materialının keyfiyyətini qiymətlən- 
dirən əsas göstəricilərdən biridir. 
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Şəkil 1. Üzümün yarpaqlarının burulması virusu 3 ilo yoluxmuş üzüm nümunələrində müşahidə 
olunan xarakterik simptomlar. A, B - qara üzüm sortları, C, D - ağ üzüm sortları. 
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Sokil 2. Müxtolif üzüm nümunolorindo Üzüm yarpaqlarının burulması virusu 3 virusunun seroloji 
(immunostrip və ELİSA) və molekulyar (RT- PZR metodu) diaqnostikası. M -100 bp DNA ladder. 


Bu baxımdan, quru biokütlənin bitkinin fizioloji və- 
ziyyətini qiymətləndirən göstəricilərdən biri oldu- 
ğunu nəzərə alaraq, tədqiqat zamanı Üzüm yarpaq- 
larının burulması virusu 3 ilə yoluxmuş üzüm nü- 
munələrində quru biokütlə təyin edilmişdir. 
Tədqiqatlar nəticəsində virusla yoluxmuş nü- 
munələrdə sağlam nümunələrlə müqayisədə quru 
biokütlənin əhəmiyyətli dərəcədə artması müşahidə 
edilmişdir (Cədvəl 1). Suyun nisbi miqdarı və quru 
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biokütlənin ölçülməsi zamanı əldə edilmiş nəticələr 
bir-birini tamamlamışdır. Belə dəyişiliklər virusla- 
rın təsirindən bitkidə yaranan stres zamanı yarpaq- 
larda tənəffüsün artması və fotosintetik aktivliyin 
azalması ilə əlaqədar ola bilər (Gonçalves et al., 
2013). Digər tədqiqat işlərində patogenlərin bitkidə 
CO» assimilyasiyasına neqativ təsir etməsi ilə yana 
şı yarpaqlarda su tutumuna da mənfi təsir göstər- 
məsi müşahidə olunmuşdur (Montero et al., 2016). 


GLRaV 3 Virusu ilə Yoluxmuş Üzüm (Vitis vinifera L.) 





Cədvəl 1. GLRaV 3 ilə yoluxmuş bitki nümunələrində quru biokütlə, suyun nisbi tutumu, qlisin-betain və həll olan 


zülalların miqdarı. 

















Üzüm sortları Quru biokütlə, % | Nisbi su tutumu, % Həll olan zülallar, Qlisin-betain, 
mq/ml mq/q quru kütlə 
Saperavi I 28 86 15,00+1,76 32,00+1,27 
I 44 75 18,00:0,88 48,0020,58 
Narçiçəyi I 36 82 22,00+2,51 21,00+1,02 
I 47 68 24,0022,04 42,00--1,09 


























І- sağlam bitki, П — GLRaV 3 ilə yoluxmuş bitki 





Bəzi müəlliflər virusların təsiri zamanı bitkidə baş 
verən fizioloji dəyişilikləri bitkinin stresə qarşı hi- 
persensetiv cavab reaksiyaları ilə əlaqələndirirlər 
(Radvvan et al., 2007, Hannan et al., 2016). 

Suyun nisbi miqdarı (SNM) fiziolofi nöqteyi 
nəzərdən, hüceyrədə su qıtlığı və ya çatışmamazlığı 
kimi qiymətləndirilir. SNM yarpağın tam hidratlaş- 
mış və tamamilə məhv olmuş vəziyyətindəki suyun 
tutumu olub müxtəlif əlverişsiz amillərinin təsirinə 
qarşı bitkidə suyun vəziyyətini öyrənməyə kömək 
edən göstəricidir. Aparılan tədqiqatlar zamanı vi- 
rusla yoluxmuş yarpaq nümunələrində SNM göstə- 
ricisi sağlam nümunələr ilə müqayisədə xeyli aşağı 
olmuşdur (Cədvəl 1). Oxşar nəticələr TMV virusu 
ilə yoluxdurulmuş bibər bitkisində də əldə edilmiş- 
dir (Synkova et al., 2006; Al-Saleh et al., 2007). 
Üzümün bir neçə sortu üzərində tədqiqatlarda 
GLRaV 3 ilə yoluxmuş bitkilərdə sağlam nümunə- 
lərlə müqayisədə vegetativ orqanların inkişafının 
zəifləməsi, yarpaqların səthinin kiçilməsi, nisbi su 
tutumunun azalması müşahidə edilmişdir (Mar- 
kovié et al., 2014). GLRaV 3 virusu (Cui et al., 
2015), Grapevine leafroll virusları (Tanne et al., 
1996) və Grapevine fanleaf virus (GFLV) (Abra- 
cheva et al., 1994) ilə yoluxmuş üzüm nümunələri 
ilə in vitro şəraitdə aparılan tədqiqatlarda da oxşar 
nəticələr alınmışdır. 

Mühitin əlverişsiz amilləri olan müxtəlif abio- 
tik və biotik stress faktorların bitkilərdə həll olan 
zülalların miqdarına təsir göstərməsi məlumdur. 
Virus infeksiyalarının da bitkilərdə həll olan zülal- 
ların miqdarına təsir etməsi çoxlu sayda tədqiqatlar- 
da müəyyən olunmuşdur. GFLV və GLRaV 3 vi- 
rusları ilə yoluxmuş yarpaqlarda həll olan zülalların 
miqdarının artması müəyyən edilmişdir (Sampol et 
al., 2003). Eyni zamanda, GLRV virus infeksiyası- 
nın təsirindən üzümdə həll olan zülalların miqdarı- 
nın artması baş verir (Bertamini et al., 2004; 
Moutinho-Pereira et al., 2012). BBTV virusu ilo 
yoluxmuş banan bitkisində (Haq et al., 2012), 
PLRV və ya PVY virusları ilə yoluxmuş kartof bit- 
kisində (Li et al, 2013) anaoloji nəticələr əldə 
edilmişdir. 

Cədvəl 1-dən göröndüyü kimi, GLRaV 3 viru- 
su üzüm yarpaqlarında həll olan zülalların miqda- 
rının artmasına səbəb olmuşdur. Guman olunur ki, 
həll olan zülalların miqdarının artması virus infek- 
siyasının təsirindən bitkidə yaranan oksidləşdirici 


stresə cavab olaraq zülalların ümumi sintez proses- 
lərinin artması ilə əlaqədar ola bilər (Maroco et al., 
2002). 

GLRaV 3 infeksiyasının təsirindən üzüm bitki- 
sində baş verən biokimyəvi dəyişikliklərin tədqiqi 
mühüm əhəmiyyətə malikdir. Bu məqsədlə bitki- 
lərdə metabolizm proseslərində mühüm rol oynayan 
bəzi fermentlərin (NAD-MDH, AsAT və AlAT) 
fəallıqları sağlam və virusla yoluxmuş üzüm sort- 
larının yarpaqlarında müqayisəli şəkildə öyrənil- 
mişdir. NAD-malatdehidrogenaza (l-malat-NAD- 
oksidoreduktaza) bir çox metabolik proseslərdə, 
məsələn, üçkarbonlu turşular və qlioksilat dövranla- 
rında, amin turşularının sintezində, qlükoneogenez- 
də və metabolitlərin sitozolla subhüceyrə orqa- 
noidləri arasında mübadiləsində iştirak edir 
(Nicholls et al., 1992). Bitkilərdə geniş yayılmış 
NAD-malatdehidrogenaza fermentinin iştirakı ilə 
bitki metabolizmində yaranan malat müxtəlif pro- 
seslərə qoşulmaqla, bitkilərdə həyati əhəmiyyət 
kəsb edən adaptiv reaksiyaların yaranmasında mü- 
hüm rol oynayır. Bu ferment aralıq metabolitlərdən 
olan malatın oksaloasetata və əksinə çevrilmə reak- 
siyasını həyata keçirir. Eyni zamanda, mitoxondri- 
lərdə Krebs tsiklinin komponenti, sitozol, peroksi- 
somlarda və qlioksisomlarda malat-aspartat müba- 
diləsində iştirak edir (Nunes et al., 2005; Schertl, 
2014; Scheibe, 2004). Buna görə də virus infeksi- 
yasının bitkinin metobolizminə təsirinin aydınlaşdı- 
rılması baxımından NAD-MDH fermentinin fəal- 
lığı xəstə və sağlam üzüm bitkilərində müqayisəli 
tədqiqi xüsusilə əhəmiyyətlidir. Müxtəlif üzüm 
sortlarının xəstə və sağlam yarpaqlarında NAD- 
MDH fəallığı spektrofotometrik yolla təyin edilmiş- 
dir (Cədvəl 2). Sağlam üzüm sortları ilə müqayisə- 
də virus infeksiyasının təsirindən tədqiq edilən nü- 
munələrin hamısında NAD-MDH fəallığı artmışdır. 

Məlumdur ki, azot metabolizmi fermentlərinin 
fəallığı transkripsiya səviyyəsində tənzimlənir və 
infeksion xəstəliklər zamanı mühüm rol oynayır 
(Ward et al., 2010). Aspartataminotransferaza ilkin 
azot assimlyasiyasında, reduksiyaedici ekvivalent- 
lərin nəqlində və hüceyrə subkompartmentləri ara- 
sında karbon və azot ehtiyatının qarşılıqlı mübadi 
ləsində əsas rol oynayır (Gantt et al., 1992; Martins 
M., 2002; Torre, 2014, Gaufichon et al., 2015). 
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Cədvəl 2. Üzüm yarpaqlarının burulması virusu 3 ilə yoluxmuş bitki nümunələrində NAD-MDH, AsAT vo МАТ 


fermentlərinin fəallığı 

















(zin sortlari NAD-MDH ASAT AIAT 
mkmol OA/mg zülal. doq U/mg zülal U/mg zülal 
Saperavi I 1,53=0,92 0,42--0,84 0,92-0,96 
II 1,84+1,05 0,26--0,98 0,66--1,08 
Narçiçəyi I 1,42+0,86 0,61--1,04 0,81--1,02 
H 1,85+1,02 0,56--0,84 0,76--0,94 


























I- sağlam bitki, H — GROV 3 ilə yoluxmuş bitki 





Bitkilərdə AsAT fermentinin subhüceyrə orqanoid- 
lərində, sitozolda, xloroplastlarda, mitoxondrilərdə 
və peroksisomlarda bir neçə izoforması lokalizo 
olunur (Duff, et al 2012). ASAT fermentinin fəal- 
lığında isə xəstə bitkilərldə sağlam yarpaq nümu- 
nələri ilə müqayisədə əhəmiyyətli dərəcədə dəyişik- 
liklər müşahidə olunmamışdır (Cədvəl 2). 
Alaninaminotransferaza metabolik proseslərdə 
həlledici rola malik fermentlərdən biridir. МАТ 
fermenti alanin və 2-oksiqlutaratın piruvat və qlüta- 
mata çevrilməsi reaksiyasını kataliz edir. Bu piro- 
daksal-fosfat asılı ferment bitki metabolizmində, 
əsasən, karbonun ilkin mübadiləsində və amin tur- 
şuların sintezində mühüm rol oynayır (Kendziorek 
et al., 2012). Bəzi bitkilərin peroksisomlarında və 
mitoxondrilərində bu ferment homolofi olaraq foto- 
tənəffüs və metabolizmin tənzimlənməsində iştirak 
edir (Shrawat et al., 2008; Good, 2007; Niessen et 
al., 2012). Müxtolif abiotik stresloro, virus vo pato- 
genlərə cavab reaksiyalarının formalaşmasında da 
AIAT mühüm rol oynayır (Kim et al., 2005; Mi- 
yashita et al., 2007). Alanin və AlAT fermentinin 
bitkilərdə əlverişsiz mühit şəraitinə və biotik stresə 
cavab reaksiyasında rolunun tədqiqi son zamanlar 
ən aktual problemlərdən hesab olunur. Virus infek- 
siyasının üzüm bitkisində yaratdığı metabolik də- 
yişikliklərin göstəricisi kimi, alaninaminotransfe- 
raza fermentinin fəallığı da xəstə və sağlam yarpaq- 
larda müqayisəli şəkildə təyin edilmişdir (Cədvəl 2). 
Virus infeksiyasının təsirindən bütün xəstə üzüm 
sortlarında AlAT fermentinin aktivliyinin azalması 
müşahidə edilmişdir. Saperavi sortunda Narçiçəyi 
sortuna nisbətən hər iki amino-transferazanın fəallı- 
ğı daha çox azalmışdır. İnfeksiyanın təsirindən bitki 
yarpaqlarının floema borularında amin turşularının 
nəqlində məhdudiyyətlər yaranır ki, bu da onların 
toplanmasına gətirib çıxarır. Amin turşuların nəqli- 
nin inhibirləşməsinin yüksək həddində AlAT və 
AsAT-1n aktivliyinin azalması müşahidə edilir, bu 
isə bitkinin böyüməsinə və məhsuldarlığa mənfi tə- 
sir göstərir. Beləliklə, aparılan tədqiqat işi göstər- 
mişdir ki, Narçiçəyi sortu Saperavi sortuna nisbətən 
GLRaV 3 infeksiyasına qarşı daha davamlıdır. Qar- 
£idah ilə aparılan tədqiqatlarda xarici mühitin abio- 
tik amillərinin və eləcə də patogenlərin təsirindən 
AlAT fermentinin fəallığının dəyişilməsi göstəril- 
mişdir (Subbaiah, Sachs, 2003). AIAT fermentinin 
metabolik proseslərdə əsas rolu karbon metabolizmi 
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ilə nitrat metabolizmi arasında əlaqənin təmin edil- 
məsi və piruvatın hüceyrə daxilində nəqlinin həyata 
keçirilməsi, müxtəlif abiotik və biotik stresə cavab 
reaksiyasıdır. 

Qlisin-betain (QB) dördlü ammonium birləş- 
mələri qrupuna aiddir. QB qlisinin məhsuludur və 
hüceyrə membranın fosfolipidlərinin sintezində ak- 
tivator rolunu oynayır. Onun bakteriya və bitkilər- 
də sintez olunmağında əsas rolu xolin və iki fer- 
ment (xolin monooksigenaza və betain dialdehid 
dehidrogenaza) oynayır. Bir sıra biotik və abiotik 
stres amillərinin təsirindən onun yarpaqlarda top- 
lanması halları müşahidə olunur. Osmolit və pro- 
tektor rolunu oynayan qlisin betain hüceyrə daxilin- 
də osmotik balansı tənzimləməklə bitkinin stresdən 
müdafiəsində (Robinson and Jones, 1986, Ma x 
др., 2007), antioksidant fermentlərin və 2-ci FS-in 
oksigen ayıran kompleksinə aid membran zülalları- 
nın quruluşunun stabilləşməsində (Rajase-karan et 
al., 1997) iştirak edir. Bir çox müəlliflərin fikrincə, 
stres şəraitində QB fotosintetik aparatın fəaliyyətini 
tənzimləməklə, bitki hüceyrələrini zədələnmələrdən 
qoruyur. Belə ki, digər kiçik molekul kütləli azotlu 
birləşmələrlə müqayisədə, QB Rubisko və FSII-nin 
oksigen ayıran kompleksini daha effektiv müdafiə 
edir (Sakamoto, Murata, 2002, Allakhverdiev et al., 
2003). Bizim tədqiqatlarda qlisin betainin miqdarı 
virusla yoluxmuş nümunələrdə saglam bitkilərlə 
müqayisədə yüksək olmuşdur və bu artım ikinci nü- 
munədə (^2 dəfə) daha nəzərəçarpandır (Cədvəl 2). 

Alınan nəticələr əsasında belə qənaətə gəlmək 
olar ki, üzüm bitkisində virus infeksiyası zamanı 
baş verən fizioloji və biokimyəvi dəyişiliklər bitki- 
nin infeksiyaya qarşı cavab reaksiyası kimi qiymət- 
ləndirilə bilər. 
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GLRaV 3 Virusu ilə Yoluxmuş Üzüm (Vitis vinifera L.) 


Исследование Физиологических Показателей и AKTHBHOCTH Ферментов, 
Связанных с Метаболизмом Малата и Азота в Листьях Винограда 
(Vitis vinifera L.), Зараженных Вирусом GLRaV 3 


Н.Ф. Султанова, Н.К. Байрамова, Д.Р. Алиева, У.А. Гурбанова, И.М. Гусейнова 
Институт молекулярной биологии и биотехнологии НАН Азербайджана 


При проведении фитопатологических мониторингов в Сальянском, Исмаиллинском и Апшеронском 
районах были собраны растения винограда с характерными признаками болезни скручивания листьев 
винограда. В результате анализа растительного материала с помощью серологических и молекуляр- 
ных методов диагностики был выявлен вирус скручивания листьев винограда 3 (С Кау 3). Одно- 
временно была исследована активность ферментов НАД-малатдегидрогеназы (NAD-MDH), аспар- 
татаминотрансферазы (AsAT) и аланинаминотрансферазы (АІАТ), а также некоторые физиологи- 
ческие параметры, такие как содержание растворимых белков, сухого вещества, относительное 
содержание воды (ОСВ) и глицин бетаина. Выявлено, что активность NAD-MDH значительно повы- 
шается, B то время как активность трансфераз AsAT и AIAT уменьшается в зараженных листьях по 
сравнению со здоровыми. Также обнаружено повышение содержания растворимых белков, сухого 
вещества и глицина бетаина и уменьшение ОСВ. Обнаруженные физиологические и биохимические 
изменения можно оценить, как ответные реакции растения на заражение вирусом. 


Ключевые слова: Виноград, вирус скручивание листьев винограда 3, малатдегидрогеназа, аспартат- 
аминотрансфераза, аланинаминотрансфераза, глицин бетаин 


Study Of Physiologycal Traits And Activities of Enzymes Linked to Malate And 
Nitrogen Metabolism of GLRaV 3 Infected Grapevine (Vitis vinifera L.) Leaves 


N.F. Sultanova, N.K. Bayramova, О.В. Aliyeva, U.A. Qurbanova, I.M. Huseynova 
İnstitute of Molecular Biology dt Biotechnology, Azerbaifan NAS 


During phytopathological surveys plant samples with grapevine leaf roll virus disease symptoms were 
collected from Salyan, Ismayilli and Absheron regions. Detection of Grapevine leafroll-associated virus 3 
(GLRaV-3) was detected in the collected symptomatic leaves using serologycal and molecular methods. At 
the same time, activities of some enzymes linked to malate and nitrogen metabolism such as malate 
dehydrogenase, aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase and changes in the content of 
glycine betaine, soluble proteins, relative water content and dry biomass were also investegeted. It was found 
that activies of NAD-MDH were increased during patogenesis compared to healthy plants and the activies of 
two transferazes were reduced. It was also determined that virus infection caused an increase of glycine 
betaine, content of soluble proteins, relative water content and decrease of dry biomass amount. 


Keywords: Vitis vinifera, Grapevine leafroll virus 3, malate dehydrogenase, aspartate aminotransferase, 
alanine aminotransferase, glycine betaine 
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